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a . . ,
SAMENVATTING
De erfelijke eigenschappen van levende organismen zijn vastgelegd in
DNA rnolekulen in de vorm van een specifieke volgorde van de basen
adenine, cytosine, guanine en thymine. Het is essentieel voor de
ontwikkeiing van levende organismen, dat de DNA rnolekulen zeer
vaak gedupiiceerd kunnen worden zonder dat de vastgelegde code
noemenswaardig veranderd. Dit vereist een extreem hoge stabiliteit
van het DNA molekuul. In schijnbare tegenspraak hiermee is het feit,
dat het DNA wordt blootgesteld aan een groot aantal externe
factoren, die de genetische code kunnen verminken. Een van die
factoren is tret ultraviolet licht. De belangrijkste schade veroorzaakt
door ultraviolet licht is het thymine dimeer, dat op twee manieren
gevormd kan worden:
a. directe absorptie van ultraviolet licht (X x 26A nrn) door een
thymine base
b. absorptie van licht (À - 300 nm) door een ander molekuul (een
sensibilisator) waarna de energie wordt overgedragen aan een
thymine base.
Er blijken echter een aantal natuurlijke reparatie mechanisrnen te
bestaan, die de aangerichte schade kunnen herstellen. Een van deze
mechanismen is de fotoreparatie, die wordt gekatalyseerd door
fotoreactiverende enzymen. Deze enzyrnen fi.rngeren in feite als
sensibilisator in de splitsingsreactie van het thymine dimeer.
In dit proefschrift worden de resultaten gepubliceerd van een
proton NMR onderzoek naar een aantal eigenschappen van thymine
dimeren. Aan de orde komen het mechanisme van de splitsing van
thyrnine dimeren, de chemische structuur van thymine dimeren en de
veranderingen, die ze teweeg brengen in de conformatie van DNA.
In hoofdstuk I wordt het proefschrift ingeleid rnet een korte
beschrijving van:
a. de fotochemie van DNA met de nadruk op de thymine dimeren
b. de natuurlijke mechanismen, die de fotochemische schade in DNA
ongedaan kunnen maken
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c. de NMR technieken, die toegepast zijn om de verschiilende model
systemen te onderzoeken.
Het mechanisme van de gesensibiliseerde splitsing van thymine
dimeren wordt beschreven in hoofdstuk II. Als model systeem is de
fotoreactie tussen de sensibilisator antrachinon (AQ) en cis-syn
dimethyithymine dimeer (DMTD) gekozen. Verstoringen van de
normale NMR iijnintensiteiten (het foto-CIDNP effect) op de
resonantie posities van het monomeer dimethylthymine (DMT) tonen
aan, dat de splitsingsreactie verloopt via een ion radikaal paar
bestaande uit het kation radikaal DMT]- en het anion radikaal AQ.
Uit tijdsafhankelijke foto-CIDNP metingen blijkt, dat de CIDNP
effecten binnen 0.2 ps na initiatie van de fotoreactie ontstaan, hetgeen
een indicatie geeft voor de snelheid van het splitsingsproces. Vrij in de
oplossing bewegende kation radikalen DMTt compenseren het
CIDNP effect weer gedeeltelijk door disproportionerings reacties.
In hoofdstuk iII komt het belangrijkste model systeem, dat in dit
proefschrift wordt beschreven, aan de orde: Een duplex bestaande uit
de twee komplementaire DNA strengen d(GCGTTGCG) en
d(CGCAACGC). Bestraling van dit duplex met ultraviolet licht heeft
dimerisatie van ca. 370 van de thymines tot gevolg. Hetzelfde thymine
dimeer, dat in DNA in principe in vier isomere vormen voor kan
komen, wordt gevormd na bestraling van de enkele streng
d(GCGTTGCG) met een opbrengst van ca.207o. Na scheiding van het
gedimeriseerde en niet-gedimeriseerde enkel strengs materiaal wordt de
komplementaire streng d(CGCAACGC) in een i:1 verhouding aan de
thymine dimeer streng d(GCGTTGCG) toegevoegd. Om aan te tonen,
dat een dergelijk duplex representatief is voor natuurlijk DNA met
stralingsschade, wordt het thymine dimeer duplex samengebracht met
een fotoreactiverend enzym verkregen uit de cyanobacterie Anacystis
]{idulans en bestraald met zichtbaar licht. Met optische en NMR
spectrosopie wordt aangetoond, dat het oorspronkelijke duplex weer
teruggevormd wordt.
Bestraling van het dinucleotide d(TpT) in aanwezigheid van de
sensibilisator acetofenon levert twee isomere thymine dimeren op in
een verhouding van 6:l (hoofstuk IV). Na zuivering kunnen beide
produkten met behuip van 2D NMR technieken (2D NOE en COSY)
geidentificeerd worden. Het fotoprodukt met de hoogste opbrengst
blijkt het cis-syn isomeer te zijn met beide l/-glycosidische bindingen in
de ANTI conformatie. Het andere fotoprodukt is het ïrons-syn isomeer




SYN conformatie en de N-glycosidische binding aan de 3'kant in de
ANTI conformatie. Uit een analyse van de "/ koqPelings-konstanten
van de desoxyribose protonen in het cis-syn d(TpT) blijkt, dat de
voornaamste conformatie van de desoxyribose behorend bij het
nucleotide aan de 3'kant sterk veranderd is ten opzichte van het niet-
gedimeriseerde dinucleotide (l'-exo in plaats van 2'-endo). De
conformaties van de desoxyribose van het 5'nucleotide zijn
vergelijkbaar met die in het niet-dimeriseerde dinucleotide. In het
trans-syn isomeer vertonen beide desoxyriboses een afwijkend gedrag:
Een voorkeur voor een pure 2'-endo conformatie wordt waargenomen.
De hoofdstukken V, VI en VII zijn gewijd aan een nadere
analyse van het dubbel strengs octameer d(GCGTTGCG).
d(CGCAACGC). De eerste stap is een zo volledig mogelijke spectrale
toekenning van de protonen. In hoofdstuk V wordt de toekenning van
de niet-uitwisselbare protonen beschreven. Met behulp van 2D
homonucleaire Hartmann-Hahn en 2D NOE spectroscopie worden
alle base-protonen en de meeste desoxyribose protonen toegekend. Ter
vergelijking wordt dit ook met het dubbel strengs octameer zonder
thymine dimeer gedaan. Hieruit blijkt dat het bestraalde octameer een
cis-syn thymine dimeer bevat van het cyclobutaan type. Een
vergelijking van de 2D NOE spectra en de proton chemical shifts van
beide dubbel strengs octameren toont aan, dat thymine dimeer
vorming niet veel invloed heeft op de normale B-DNA structuur:
Verstoring van de structuur blijft beperkt tot een gebied van ten
hoogste vier base-paren.
De dubbele helix structuur van DNA wordt gestabiliseerd oor
waterbruggen tussen de basen adenine en thymine enerzijds en
cytosine en guanine anderzijds. In hoofdstuk VI wordt de invloed van
thymine dimeer vorming op de stabiliteit van de dubbele helix
besproken. Uitstekende probes hiervoor zlin de uitwisselbare imino-
protonen van thymine en guanine, die normaliter betrokken zijn in de
waterstoÍbruggen. Op de imino-protonen van de eindstandige base-
paren na kunnen alle imino-protonen in het thymine dimeer duplex
worden gedetecteerd en toegekend. Uit een vergelijking met het imino-
proton spectrum van het duplex zonder thymine dimeer volgt, dat de
GC base-paren volledig intact blijven. De twee AT base-paren worden
echter aanzienlijk verzwakt door thymine dimeer vorming. Het gevolg
is een daling in de smelttemperatuur van de dubbele helix van l3o C.
In hoofstuk VII worden NMR spectroscopie n theoretische methoden
gecombineerd om de structuur van het thymine dimeer duplex te
i.|: 
_.-
| ! J I
E . r -  r i - -
* r  - - , , . -
tso
F||*- -:
] b * : : - -
bour
]  *  - -
t25
berekenen. Uit een serie 2D NOE spectra opgenomen met
verschillende mengtijden konden met een redelijke nauwkeurigheid
(i l0%o) I 13 proton-proton afstanden in het thymine dimeer duplex
worden opgemeten. In energie-minimalisatie (EM) en molekulaire
dynamica (MD) berekeningen werden deze afstanden als
randvootwaarden meegenomen. Het resultaat van de berekeningen is
een structuur, die gemiddeld genomen van het B-type is. Sommige
locale conformatie parameters vertonen echter behoorlijke afwijkingen
ten opzichte van hun waarden in normaal B-DNA. De belangrijkste
afwijking is de grote toename van de l[-glycosidische hoek van residu
T4 hetgeen konsequenties heeft voor de base-paring en de stacking-
interacties met respectievelijk de residuen Al3 en G3. Een andere
belangrijke afwijking ten opzichte van de B-DNA structuur is de
buiging van de helix-as van ca. 40o. Voor de herkenning van thymine
dimeren door reparatie enzymen zouden deze verstoringen van de
structuur een belangrijke rol kunnen spelen.
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